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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ 
Актуальність теми. Пшениця м’яка (Triticum. аestivum L.) відіграє 
провідну роль у харчовому забезпеченні людства. Завдяки високій екологічній 
пластичності вона має широкий ареал розповсюдження і займає домінуючі площі 
культивування у світі (Моргун, Оксьом, 2012; Prasad, Djanaguiraman, 2014). 
Будучи другою за величиною врожайності у світі, вона є основним джерелом 
поживних речовин, таких, як білки, вуглеводи, ліпіди, а також клітковини, 
вітамінів та мінералів у раціоні людини. Станом на 2013 р. виробництво пшениці 
у світі складало 713 183 тис. тонн, що на 127 492 тис. тонн перевищує її 
виробництво у 2010 році (FAO, 2015). За даними USDA (United States Department 
of Agriculture), світове виробництво пшениці у 2015 році становило 719 млн тонн, 
Україна виробила 22 млн тонн пшениці. Зважаючи на демографічну, продовольчу, 
екологічну ситуації у світі значення пшениці невпинно зростатиме (Моргун, 
Швартау, Кірізій, 2008; Моргун, Оксьом, 2012). З огляду на це, проблема 
підвищення врожайності пшениці, якості зерна, екологічної пластичності та 
стійкості до абіотичних та біотичних стресових факторів навколишнього 
середовища набуває неабиякої актуальності.  
Поряд із традиційними методами селекції рослин, які спрямовані на 
отримання високопродуктивних сортів важливих сільськогосподарських культур, 
широкого застосування набувають біотехнологічні прийоми.  
Використовуючи методи генетичної трансформації in vitro, вчені 
зіштовхуються з рядом труднощів, а саме: довготривалість експериментів, 
залежність ефективності трансформації від генотипу досліджуваного об’єкта, 
можливість появи сомаклонів. Окрім цього, часто виникають проблеми, пов’язані 
з регенерацією трансформантів. Однодольні рослини, як правило, 
характеризуються низьким морфогенетичним потенціалом, в зв’язку з цим 
отримання фертильних рослин утруднено (Becher et al., 1992; Curtis, Nam, 2001).  
На сьогодні основним завданням генетичної трансформації є не лише 
отриманням трансгенних ліній пшениці, а й надійна та стабільна експресія 
цільових генів та адаптація отриманих трансформантів до нестерильних умов 
(Gadaleta, 2008). 
Поки ще не розроблено жодного біотехнологічного методу, що забезпечив 
би високу ефективність генетичної трансформації пшениці, звів до мінімуму 
втрату трансгенних рослин на етапі пристосування до умов ex vitro, зменшив 
собівартість і довготривалість експериментів та дозволив подолати ряд 
труднощів, пов’язаних із цим процесом. Пошуки альтернативних, більш 
досконалих біотехнологічних методів, які б забезпечували високий економічний 
ефект, сприятимуть отриманню ліній важливих сільськогосподарських культур, 
що мають покращені агрономічні властивості. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота 
виконувалась у відділі молекулярної генетики Інституту клітинної біології та 
генетичної інженерії НАН України в рамках держбюджетних тем «Вивчення 
молекулярно-генетичних особливостей генетично модифікованих культурних 
рослин та встановлення закономірностей функціонування трансгенів» (номер 
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держреєстрації 0113U003100, 2013–2015 рр.), а також за цільовою комплексною 
міждисциплінарною програмою наукових досліджень НАН України 
«Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій» «Отримання 
та вивчення молекулярно-біологічних і генетичних особливостей стійких до 
гербіцидів сільськогосподарсько важливих культур» (номер держреєстрації 
0110U006082, 2014 р.) та за цільовою комплексною міждисциплінарною 
програмою наукових досліджень НАН України «Молекулярні та клітинні 
біотехнології для потреб медицини, промисловості та сільського господарства» 
«Використання молекулярних та клітинних технологій для отримання 
біотехнологічних рослин пшениці та кукурудзи, стійких до гербіциду гліфосату» 
(номер держреєстрації 0115U004187, 2015 р.). 
Мета і завдання дослідження. Метою роботи була оптимізація методики 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації для виду Triticum аestivum в 
культурі in vitro та методом in planta, а також отримання біотехнологічних рослин 
пшениці, стійких до фосфінотрицину.  
Для досягнення поставленої мети в роботі вирішували такі завдання: 
1) визначити оптимальний вік калюсної культури з апікальних меристем 
пагонів 3-добових стерильних проростків пшениці та підібрати умови 
регенерації пагонів; 
2) оптимізувати методику Agrobacterium-опосередкованої трансформації in 
vitro, визначити оптичну щільність бактеріальної суспензії, за якої 
відбувається генетична трансформація пшениці, та ефективну систему 
елімінації A. tumefaciens; 
3) встановити вплив антибіотиків β-лактамної групи тиментину та 
цефтриаксону на морфогенетичні процеси у пшениці; 
4) відпрацювати методику Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
пшениці in planta;  
5) отримати трансгенні рослини пшениці, стійкі до антибіотику канаміцину та 
гербіциду фосфінотрицину (Баста®) за допомогою Agrobacterium-
опосередкованої трансформації в культурі in vitro та методом in planta; 
6) провести молекулярно-біологічний аналіз отриманих рослин.  
Об’єкт дослідження – Agrobacterium-опосередкована трансформація 
пшениці в умовах in vitro та методом in planta. 
Предмет дослідження – умови проведення генетичної трансформації 
пшениці Triticum аestivum, опосередкованої Agrobacterium tumefaciens в культурі 
in vitro та методом in planta. 
Методи дослідження: метод культури тканин in vitro застосовували для 
отримання калюсних культур та регенерації рослин; молекулярні методи: 
виділення загальної ДНК та РНК, метод полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), 
ЗТ (зворотна транскрипція)-ПЛР, електрофорез продуктів ампліфікації ДНК 
використовували для детекції трансгенів і підтвердження їх експресії у рослинах 
пшениці, отриманих за допомогою Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
in vitro та методом in planta; гістологічний метод застосовували для встановлення 
структурних особливостей морфогенного калюсу двох генотипів пшениці, які 
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виникають під впливом цефтриаксону; методи статистичної обробки використано 
для аналізу отриманих експериментальних даних та підтвердження їх 
достовірності. 
Наукова новизна отриманих результатів полягає в тому, що вперше: 
 встановлено співвідношення регуляторів росту (синтетичних 
ауксиноподібних регуляторів росту – дикамби і піклораму та цитокініну – 
6-бензиламінопурину), які необхідні для активного утворення 
меристематичних осередків у калюсі та подальшої регенерації пагонів і 
утворення коренів пшениці; 
 встановлено елімінуючу концентрацію антибіотика β-лактамної групи 
цефтриаксону на клітини А. tumefaciens штамів ABI та GV3101; 
 вивчено дію цефтриаксону на морфогенетичні процеси у пшениці: цей 
антибіотик пришвидшує появу меристематичних осередків, підвищує 
частоту регенерації пагонів пшениці м’якої Т. aestivum та стимулює 
вкорінення пагонів; 
 встановлено, що антибіотик цефтриаксон володіє ріст регулюючою 
активністю; розроблено модифіковані живильні середовища, використання 
яких дозволило підвищити частоту регенерації пшениці та пришвидшити 
отримання трансформантів; 
 отримано трансформанти пшениці Triticum аestivum сортів Подолянка та 
Зимоярка, стійкі до фосфінотрицину, шляхом Agrobacterium-
опосередкованої трансформації методом in planta та в культурі in vitro. 
Практичне значення отриманих результатів. Оптимізовано умови 
проведення Agrobacterium-опосередкованої трансформації in vitro та in planta, що 
дозволило отримати біотехнологічні рослини пшениці, стійкі гербіциду 
фосфінотрицину: 
 підібрано антибіотики для ефективного усунення бактеріальної контамінації 
під час Agrobacterium-опосередкованої трансформації in vitro, які водночас 
стимулюють регенераційні процеси, тобто проявляють властивості 
регуляторів росту; 
 для ефективної регенерації рослин пшениці Triticum аestivum запропоновано 
безгормональне модифіковане середовище МС (вітаміни за Гамборгом, 
AgNO3), доповнене антибіотиком цефтриаксоном, яке дозволяє отримати 
рослину-регенерант без використання спеціального середовища для 
вкорінення; 
 оптимізовано методику Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
пшениці сортів Подолянка та Зимоярка in planta; 
 отримано трансформанти пшениці сортів вітчизняної селекції, стійкі до 
фосфінотрицину. 
Підібрані умови проведення генетичної трансформації за допомогою 
Agrobacterium дають змогу пришвидшити отримання рослин, стійких до 
гербіцидів, зокрема Баста®. 
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Матеріали дисертаційної роботи можуть представляти інтерес для науково-
дослідних установ та навчальних закладів, зокрема під час викладання 
біотехнології та генетики рослин. 
Особистий внесок здобувача. Результати досліджень, представлені у 
дисертаційній роботі, одержано автором у відділі молекулярної генетики 
Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України. Дисертаційна 
робота є завершеним науковим дослідженням Горбатюк І. Р. Автором особисто 
відібрано і критично проаналізовано сучасну вітчизняну та зарубіжну наукову 
літературу за темою дослідження. Концепцію роботи, план і методологію 
експериментальних досліджень, основні результати і висновки роботи 
сформульовані дисертантом разом із науковим керівником к. б. н. Моргуном Б. В. 
Проведення Agrobacterium-опосередкованої трансформації in planta здійснювали 
спільно з к. б. н. Баволом А. В., к. б. н. Банниковою М. О. Дослідження впливу 
антибіотиків тиментину та цефтриаксону на елімінацію Agrobacterium tumefaciens 
і регенерацію пагонів in vitro проводили разом із к. б. н. Банниковою М. О., 
Гнатюк І. С. Визначення впливу регуляторiв росту на регенерацiйну здатність 
калюсу м’якої пшениці сортів Подолянка і Зимоярка та гістологічний аналіз 
проводили спільно з к. б. н. Банниковою М. О., к. б. н. Баволом А. В., к. б. н. 
Нужиною Н. В., Тараненком А. М., Гнатюк І. С. Отримання стійких до гербіциду 
фосфінотрицину рослин пшениці сорту Зимоярка за допомогою Agrobacterium-
опосередкованої трансформації in vitro здійснювали разом із к. б. н. Щербак Н. Л., 
к. б. н. Банниковою М. О., Великожон Л. Г., д. б. н. Кучуком М. В. Результати 
досліджень викладено в спільних публікаціях, авторство здобувача в яких складає 
60–80%. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації були 
представлені на науково-практичних конференціях: 
міжнародних: Международной научно-практической конференции молодых 
ученых «Проблемы и перспективы исследований растительного мира» (Ялта, 13–
16 травня 2014 року), III Міжнародній науковій конференції «Регуляція росту і 
розвитку рослин: фізіолого-біохімічні та генетичні аспекти» (Харків, 11–13 
листопада 2014 року), Conference of Young Scientists (Kyiv, September 21–25, 
2015), International Conference on Advances in Cell Biology and Biotechnology (Lviv, 
October 11–13, 2015), ІХ Міжнародній науковій конференції «Фактори 
експериментальної еволюції організмів» (Умань, 22–26 вересня 2014 року), 
Х Міжнародній науковій конференції «Фактори експериментальної еволюції 
організмів» (Чернівці, 14–18 вересня 2015 року); 
всеукраїнських: ІІІ Всеукраїнській науково-практичній конференції 
студентів, аспірантів та молодих вчених «Біотехнологія: звершення та надії» 
(Київ, 15–16 травня 2014 року), Всеукраїнській науковій конференції молодих 
вчених «Інновації в сучасній селекції та генетиці сільськогосподарських культур» 
(Одеса, 28–30 жовтня 2014 року), V Науково-практичній конференції «Біологічні 
дослідження – 2015» для молодих учених і студентів (Житомир, 11–12 березня 
2015 року), ІХ Всеукраїнській науково-практичній конференції, присвяченій 170-
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й річниці від дня народження І. І. Мечникова, «Біотехнологія ХХІ століття» (Київ, 
24 квітня 2015 року); 
звітно-наукових семінарах відділу молекулярної генетики ІКБГІ НАН 
України, практичному курсі для студентів НТУУ «КПІ». 
Публікації. За результатами досліджень опубліковано 14 наукових праць, у 
тому числі 6 статей у наукових фахових виданнях України (з них 3 статті у 
виданнях України, які включені до міжнародних наукометричних баз), 8 тез 
доповідей у збірниках матеріалів конференцій. 
Структура і обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається з переліку 
умовних скорочень, вступу, огляду літератури, матеріалів та методів досліджень, 
трьох експериментальних розділів, узагальнення результатів дослідження, 
висновків та списку використаних джерел. Роботу викладено на 192 сторінках 
машинописного тексту, враховуючи 55 рисунків і 16 таблиць. Перелік цитованої 
літератури містить 293 найменувань. 
 
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ 
 
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 
В огляді літератури розглянуто особливості біотехнології важливих 
зернових культур, зокрема пшениці. Наведена характеристика факторів, які 
впливають на процес отримання рослин в умовах in vitro. Описано та 
проаналізовано біотехнологічні методи перенесення чужорідної ДНК в рослинний 
організм. Визначено чинники, які впливають на процес ефективного перенесення 
Т-ДНК у рослинний геном, та проаналізовано їх взаємозалежність. Основну увагу 
зосереджено на оптимізації параметрів генетичної трансформації та отриманні 
трансгенних рослин шляхом Agrobacterium-опосередкованого перенесення генів в 
умовах in vitro та методом in planta. Наведено сучасні підходи до вдосконалення 
методів отримання біотехнологічних рослин, спрямовані на зменшення 
собівартості, довготривалості експериментів, а також зведення до мінімуму втрат 
трансгенних рослин на етапі адаптації до умов ex vitro. 
 
МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
Для досліджень було обрано два районовані сорти пшениці вітчизняної 
селекції Зимоярка та Подолянка, надані оригінатором – Інститутом фізіології 
рослин і генетики НАН України. Сорт Зимоярка поєднує два типи розвитку: 
озимий і ярий, характеризується високим природним потенціалом 
продуктивності. Сорт Подолянка належить до озимих пшениць із високою 
зимостійкістю, посухостійкістю, стійкістю до осипання зерна. 
У роботі використано калюсні культури, отримані з апікальних меристем 
асептичних 3-добових проростків та з незрілих зародків T. аestivum обраних 
сортів. 
Для визначення впливу синтетичних ауксиноподібних регуляторів росту на 
частоту регенерації з калюсу пшениці м’якої використовували сформований 18-
добовий калюс апікального походження, живильне середовище МС для 
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регенерації, доповнене вітамінами за Гамборгом, нітратом срібла (AgNO3) і 
регуляторами росту.  
Під час Agrobacterium-опосередкованої трансформації були використані 
нопалінові штами Agrobacterium tumefaciens АВІ та GV3101. Штам АВІ містив 
вектор р014, до складу Т-ДНК якого входили селективний ген 
неоміцинфосфотрансферази nptII та маркерний – sgfp (синтетичний ген зеленого 
флюоресцентного білка) (рис. 1А). Штам GV3101 містив бінарний вектор рCB203, 
до складу якого входили репортерний ген β-глюкуронідази (gus) та селективний 
ген фосфінотрицин-N-ацетилтрансферази (bar), що надає рослинам стійкість до 
гербіциду фосфінотрицину (комерційного препарату, десиканту, контактного 
гербіциду суцільної дії Баста® 150 SL компанії Баєр КропСаєнс АГ, Німеччина; 
активна речовина L-фосфінотрицин 150 г/л) (рис. 1Б).  
Для визначення інгібуючого впливу антибіотиків тиментину, цефтриаксону 
та цефотаксиму на бактеріальні клітини Agrobacterium tumefaciens 
використовували метод дисків (Priya et al., 2012) та метод серійних розведень 
(EUCAST Definitive document, 1998; Holasova et al., 2007). 
Визначення впливу антибіотиків тиментину (Tm) та цефтриаксону (Ct) на 
частоту утворення морфогенного калюсу і регенерацію пагонів пшениці 
здійснювали за використання сформованого 18-денного калюсу. Калюс поміщали 
у чашки Петрі (близько 50 шт. на кожну) на регенераційне живильне середовище 
МСР4 (Gorbatyuk et al., 2015), доповнене Tm та Ct у концентраціях від 25 мг/л до 
500 мг/л. Культивували за температури 24 °С і 16 год фотоперіоду протягом 35 
діб.  
 
 А 
 
 
 Б 
 
Рис. 1. Схематичне зображення Т-ДНК генетичних конструкцій р014 (А) та 
рСВ203 (Б). 
 
Для визначення відносної швидкості росту рослин використовували тест 
Relative growth rate (Poorter, Gamier, 1996; Philipson et al., 2011). 
 
Калюс апікального походження, культивований на середовищі з 
цефтриаксоном, використовували для гістологічного аналізу. Для цього зразки 
фіксували в FAA (суміш етилового спирту, формаліну та оцтової кислоти), 
заливали в желатин за стандартною методикою (Ромейс, 1954) та виготовляли 
поперечні та поздовжні зрізи товщиною 10 мкм за допомогою заморожуючого 
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мікротома. Зрізи зафарбовували ацетоорсеїном та сафраніном (Паушева, 1988). 
Об’єкти досліджувалися на мікроскопі XSP-146TR та тринокулярному мікроскопі 
Konus Crystal-45. 
У якості експлантів для Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
in vitro використовували 18-добовий калюс, отриманий з апікальних меристем 
пагона, або 4–6-добовий калюс, одержаний із незрілих зародків пшениці сортів 
Зимоярка та Подолянка. Калюсні експланти піддавали обробці бактеріальною 
суспензією протягом 15 хв, просушували на фільтрувальному папері, переносили 
у чашки Петрі (близько 50 шт. на чашку) на живильне середовище для спільного 
культивування (Sidorov, Duncan, 2009). Ко-культивування здійснювали протягом 
48 год у термостаті за температури 27 °С, після чого експланти поміщали на 
модифіковане живильне середовище для регенерації МСР4, яке містило 100 мг/л 
паромоміцину (за використання вектора р014) або 5 мг/л фосфінотрицину (за 
використання вектора рCB203) в якості агентів для первинної селекції 
трансформантів. 
Отримані пагони після первинної селекції переносили на живильне 
середовище для вкорінення. Рослини з достатньо розвиненою кореневою 
системою адаптували до нестерильних умов. Адаптацію до умов ґрунту 
проводили за схемою: сфагновий мох (первинний адаптаційний субстрат) → 
ґрунтосуміш (торф, дернова земля та пісок (2:1:1) → ґрунт. Рослини в посудинах 
із ґрунтом культивували в умовах теплиці за температури 22–28 °С, вологості 
71% та природного освітлення. 
Agrobacterium-опосередковану трансформацію іn planta проводили в умовах 
вегетаційного досліду. Для проведення трансформації обирали колоси довжиною 
5–7 см, які ще не повністю вийшли з прапорцевого листка, і проводили 
кастрування, залишаючи по 12–14 колосків на колос. На кожний колос вдягали 
індивідуальний ізолятор із пергаментного паперу та проводили етикетування. 
Через три доби проводили інокуляцію суспензією агробактерій. Бактеріальну 
культуру наносили на приймочки маточок за допомогою автоматичного дозатора 
та знову ізолювали колоси. Після повного висихання рідини, в якій було 
ресуспендовано агробактерії, проводили запилення пилком, зібраним з інтактного 
колосу тієї ж рослини.  
Молекулярно-генетичний аналіз отриманих після Agrobacterium-
опосередкованої трансформації рослин пшениці проводили за допомогою 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР). Реакційні суміші включали: специфічні 
праймери (Demeke et al., 1999; Sawada et al.,1995; Kim et al., 2008; Sestili et al., 
2010), 2 мкл буфера для ПЛР 10×DreamTaq™ GreenBuffer (Thermo Fisher 
Scientific), 0,2 мМ кожного дезоксирибонуклеозидтрифосфата (Thermo Fisher 
Scientific), 0,5 од. полімерази DreamTaq™ DNA Polymerase (Thermo Fisher 
Scientific), 30 нг загальної ДНК. Реакційну суміш доводили до кінцевого об’єму 
20 мкл деіонізованою водою Milli-Q (Merck Millipore). 
Для підтвердження експресії перенесених генів на рівні транскрипції у 
трансгенних рослинах пшениці проводили ПЛР, поєднану зі зворотною 
транскрипцією (ЗТ-ПЛР). Загальну РНК з листків виділяли за методикою (Box et 
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al., 2011). Синтез кДНК здійснювали, використовуючи набір First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) з Oligo(dT)18 Primer, відповідно до 
інструкцій виробника. Синтезовану кДНК аналізували на присутність генів nptII 
та bar із використанням специфічних праймерів: nptII – Kan 1F та Kan 1R; bar – 
SBE-barF та SBE-barR (Sestili F. et al., 2010).  
Реакції ампліфікації проводили в термоциклерах Arctic Thermal Cycler 
(Thermo Fisher Scientific) і Mastercyclergradient (Eppendorf). Продукти ампліфікації 
розділяли електрофоретично в 1,2% агарозному гелі, у присутності 0,5 мкг/мл 
бромистого етидію, візуалізували в ультрафіолетовому світлі і фотографували. 
Рослини пшениці, отримані після Agrobacterium-опосередкованої 
трансформації, досліджували на стійкість до гербіциду Баста® за допомогою 
фізіологічного тесту. Для цього молоді рослини обробляли розчином гербіциду у 
концентрації 0,5; 1 та 1,5 мг/мл. Рекомендованою виробником є концентрація 
1,5 мг/мл. Як контроль використовували нетрансформовані рослини пшениці. 
Для статистичної обробки отриманих даних та побудови графіків 
використовували програми Microsoft Excel та скрипти для інтерпретатора мови 
програмування R (Ihaka, Gentleman, 1996) версії 3.0.2. Для достовірності 
результатів всі дослідження проводили тричі. До даних, виражених у відсотках 
застосовували логістичне або арксинусне перетворення (Sokal, Rohlf, 1981). 
Статистичну достовірність відмінностей між отриманими середніми значеннями 
оцінювали за допомогою критерію Стьюдента. Розраховували найменшу істотну 
різницю (НІР) та рівень значимості p. 
 
ОПТИМІЗАЦІЯ УМОВ AGROBACTERIUM-ОПОСЕРЕДКОВАНОЇ 
ТРАНСФОРМАЦІЇ ПШЕНИЦІ М’ЯКОЇ TRITICUM AESTIVUM IN VITRO 
 
Вплив регуляторів росту на частоту регенерації пагонів in vitro з калюсу 
м’якої пшениці. Результатом оптимізації живильних середовищ шляхом 
варіювання елементів живлення та природних і синтетичних регуляторів росту є 
створення біотехнології культивування певного виду, сорту, гібрида рослин 
in vitro. Тому одним із завдань дисертаційного дослідження був підбір 
регенераційного середовища для отримання регенерантів з 18-добового калюсу. 
Досліджували вплив 6-бензиламінопурину (БАП) в поєднанні з синтетичними 
ауксиноподібними регуляторами росту – дикамбою та піклорамом. У 
модифіковане середовище МС додавали 0,5; 0,75 або 1 мг/л БАП. Ці середовища 
були контрольними під час вивчення впливу дикамби (яку додавали у кількості 
0,2; 0,4 або 0,6 мг/л) та піклораму (який додавали у кількості 0,15; 0,25 або 0,5 
мг/л).  
Частота регенерації пагонів на середовищі МСР15 (0,75 мг/л БАП) у 
Зимоярки складала 15,0±0,6%, у Подолянки – 20,0±1,0%; на МСР13 (1 мг/л БАП) 
– у Подолянки – 21,3±1,1%, а у Зимоярки – 14,6±0,8%; на МСР14 (0,5 мг/л БАП) – 
у Зимоярки – 10,7±1,1%, а у Подолянки – 20,6±0,5%.  
Показано, що на живильному середовищі, доповненому 1 мг/л БАП та 
0,2 мг/л дикамби (середовище МСР1) частота регенерації пагонів підвищувалася 
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до 16% у сорту Зимоярка (рис. 2А) та до 24% у сорту Подолянка (рис. 2В). Калюс 
відзначався високим відсотком утворення меристематичних зон (81,3±0,7%) та 
задовільним фізіологічним станом. 
Також показано, що на середовищі, доповненому 0,5 мг/л БАП та 
0,15 мг/л піклораму (середовище МСР4), частота регенерації для обох сортів вища 
(для сорту Зимоярка ≈36%, а для сорту Подолянка – ≈31%) (рис.2 Б, Г) порівняно 
із середовищем МСР1 (рис. 3). 
 
  
                              А                                                                    Б 
  
                             В                                                                    Г 
Рис. 2. Частота регенерації пагонів пшениці на живильних середовищах, 
доповнених різними концентраціями БАП та ауксиноподібних регуляторів росту 
– дикамби та піклораму. Примітка: р ≤ 0,05. 
 
 
Рис. 3. Частота регенерації пагонів із калюсу на живильних середовищах 
МСР4 та МСР1. Примітка: р ≤ 0,05. 
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Таким чином, для активного утворення меристематичних зон, а також 
ефективної регенерації пагонів T. аestivum сортів Подолянка та Зимоярка доцільно 
використовувати живильне середовище МСР4 (0,5 мг/л БАП; 0,15 мг/л піклорам). 
Саме на цьому середовищі утворюється найбільша кількість пагонів, які добре 
адаптуються до ґрунтових умов. Використовувати середовища, доповнені 
дикамбою у поєднананні з БАП недоцільно (рис. 3). 
Показано, що пагони здатні утворювати корені in vitro та адаптуватися до 
септичних умов. Адаптовані рослини-регенеранти за культивування в умовах 
захищеного ґрунту виявляли високу життєздатність (понад 75%) і досягали 
генеративної стадії розвитку (рис. 4). 
 
 
Рис. 4. Укорінення (А) та адаптація до ґрунтових умов рослин-
регенерантів (Б, В). 
 
Застосування антибіотиків β-лактамної групи для елімінації 
Agrobacterium tumefaciens. Із метою усунення агробактеріальної контамінації під 
час Agrobacterium-опосередкованої трансформації in vitro використовують різні 
антибіотики (Si-Nae Han et al., 2007, Haddadi et al., 2015). Зазвичай це антибіотики 
β-лактамної групи (зокрема цефотаксим), які по-різному впливають на 
регенерацію рослин. Деякі з них ефективно елімінують агробактерії, але 
пригнічують регенераційні процеси. Вплив цефтриаксону на регенераційні 
процеси в м’якої пшениці раніше не вивчали. Водночас не досліджено дію 
тиментину та морфогенетичні процеси пшениці вітчизняних сортів, тому одним із 
завдань роботи було визначення елімінуючої Agrobacterium tumefaciens 
концентрації даних антибіотиків та встановлення впливу цих концентрацій 
антибіотиків на регенерацію in vitro пагонів м’якої пшениці сортів Зимоярка та 
Подолянка.  
Порівнювали інгібуючий ефект антибіотиків цефотаксиму, тиментину та 
цефтриаксону на клітини A. tumefaciens штамів АВІ та GV3101. За допомогою 
методів багатосерійного розведення та дисків встановлено, що зона пригнічення 
діаметром 12,5 мм для штаму АВІ і 10,5 мм для штаму GV3101 спостерігається 
під час використання розчину концентрацією 350 мг/л тиментину, 400 мг/л 
цефтриаксону та 500 мг/л цефотаксиму. Таким чином, тиментин і цефтриаксон 
більш ефективно пригнічують ріст агробактерії порівняно з цефотаксимом. 
Цефтриаксон вперше використано для елімінації A. tumefaciens штаму АВІ. 
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Вплив антибіотиків на частоту утворення морфогенного калюсу, 
регенерацію пагонів та ризогенез пшениці. Механізм дії антибіотиків на 
рослинний організм достеменно не відомий, проте існує припущення, що 
антибіотики імітують рослинні регулятори росту, оскільки деякі з них мають 
ауксиноподібну структуру (Grzebelus, Skop, 2014).  
Одним із завдань дисертаційної роботи було дослідити дію різних 
концентрацій тиментину та цефтриаксону на регенерацію пагонів із калюсу 
пшениці та встановити можливість використання антибіотиків у якості 
додаткових регуляторів росту. У дослідженні в якості контрольного 
використовували живильне регенераційне середовище МСР4. Методом 
багатофакторного дисперсійного аналізу показано вплив чотирьох факторів 
(концентрації антибіотика, його типу, присутності регуляторів росту в середовищі 
та генотипу) на морфогенетичні процеси у пшениці (рівень значущості p<0,001).  
Встановлено, що при додаванні 350 мг/л тиментину частота регенерації 
пагонів була вищою, ніж за умови додавання інших концентрацій тиментину або 
за його відсутності (рис. 5А).  
 
 
                                  А                                                                 Б 
Рис. 5. Вплив тиментину на регенерацію пагонів з калюсу пшениці сортів 
Зимоярка (А) та Подолянка (Б).  
 
Однак для сорту Подолянка спостерігали протилежний ефект. Найбільше 
регенерантів (28-29%) утворювалося за умови внесення у живильне середовище 
мінімальних кількостей цього антибіотика (25 та 50 мг/л), а найменша кількість 
пагонів спостерігалася на середовищі з 350 мг/л тиментину (рис. 5Б). 
Показано, що антибіотик цефтриаксон стимулює регенерацію пагонів у 
пшениці за будь-якої концентрації. Максимальний відсоток утворення пагонів (до 
58%) для сорту Зимоярка спостерігали на живильному середовищі МСР4, 
доповненому 25 мг/л і 50 мг/л цефтриаксону, а мінімальний – за концентрації 
350 мг/л (рис. 6А). Для сорту Подолянка максимальна частота регенерації пагонів 
спостерігається при внесенні у живильне середовище 350 мг/л цефтриаксону 
(рис. 6Б).  
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Рис. 6. Вплив цефтриаксону на утворення пагонів пшениці сортів Зиморяка 
(А) та Подолянка (Б).  
Таким чином, частота пагоноутворення у пшениці залежить від 
концентрацій антибіотика у культуральному середовищі та генотипу – для 
стимуляції регенераційних процесів у різних генотипів пшениці потрібно 
індивідуально підбирати концентрації антибіотиків. 
Отримані дані свідчать про те, що утворення морфогенного калюсу не 
залежить від наявності антибіотика цефтриаксону у культуральному середовищі, 
однак залежить від генотипу. Утворення коренів відбувається за будь-якої 
кількості антибіотика. Таким чином, ризогенез залежить від наявності/відсутності 
цефтриаксону. 
За тривалого культивування на живильному регенераційному середовищі 
МСР4, доповненому цефтриаксоном, регенерація відбувалася за типом прямого 
органогенезу, в місці прикріплення пагона до калюсної тканини формувалися 
корені (рис. 7).  
 
 
Рис. 7. Рослини-регенеранти сорту Подолянка, утворені на живильному 
середовищі для регенерації, доповненому антибіотиком цефтриаксоном. 
 
Це дає можливість отримати рослину-регенерант без етапу вкорінення на 
спеціальному середовищі. Такі рослини швидше формують кореневу систему 
порівняно з пагонами, отриманими на середовищі без цефтриаксону (контроль).  
13 
Проведено визначення відносної швидкості росту рослин (RGR-test) для пшениці 
двох сортів – Зимоярка та Подолянка, пагони яких були отримані на 
регенераційному середовищі МСР4, доповненому антибіотиком цефтриаксоном. 
Показано, що дослідні рослини пшениці обох сортів швидше накопичують 
біомасу у порівнянні з контрольними (пагони яких були отримані на середовищі 
МСР4). (рис. 8). Залежності приросту біомаси від генотипу не спостерігається. У 
цьому випадку значення має лише наявність або відсутність у середовищі МСР4 
цефтриаксону. Крім інтенсивного росту надземної частини рослини-регенеранта, 
спостерігається інтенсивний розвиток кореневої системи. 
Досліджували дію антибіотиків тиментину та цефтриаксону на утворення 
морфогенного калюсу і регенерацію пагонів пшениці сортів Подолянка та 
Зимоярка без залучення екзогенних регуляторів росту.  
 
 
Рис. 8. Відносний приріст біомаси рослин пшениці сортів Подолянка та 
Зимоярка, отриманих на антибактеріальному середовищі. Примітка: р ≤ 0,05. 
 
Підтверджено, що тиментин характеризується ауксиноподібними 
властивостями. При його внесенні у живильне безгормональне середовище МС 
пагонів утворюється мало, або ж вони взагалі відсутні; спостерігається 
інтенсивний ризогенез.  
Цефтриаксон здатний стимулювати утворення пагонів без участі екзогенних 
фітогормонів. Крім цього, він сприяє розвитку коренів у пагонів. Вивчено вплив 
різних концентрацій цефтриаксону на регенерацію пагонів пшениці двох 
генотипів. Для сорту Зимоярка внесення у живильне безгормональне середовище 
МС 425–450 мг/л цього антибіотика забезпечує утворення максимальної кількості 
пагонів (≈83%) (рис. 9А), в той час, як для сорту Подолянка – 250–275 мг/л 
(рис. 9Б). Частота регенерації пагонів на безгормональному живильному 
середовищі МС, доповненому цефтриаксоном, майже в два рази вища порівняно 
із частотою регенерації на середовищі МСР4, а ефективність регенерації 
становить 2-3 пагони на один морфогенний експлант. Для обох сортів на такому 
культуральному середовищі відсоток пагоноутворення становить близько 85%, у 
той час, як на середовищі МС, доповненому регуляторами росту (БАП і піклорам 
– МСР4) та цефтриаксоном, – 40–60%. 
14 
  
                                 А                                                                  Б 
Рис. 9. Частота регенерації пагонів із калюсу сортів Зимоярка (А) та 
Подолянка (Б) на безгормональному середовищі МС, доповненому різними 
концентраціями антибіотика цефтриаксону. Примітка: р ≤ 0,05. 
Таким чином встановлено, що антибіотики тиментин та цефтриаксон мають 
властивості регуляторів росту рослин. Відповідно до цього тиментин може бути 
використаний лише як додатковий стимул морфогенетичних процесів у пшениці. 
Цефтриаксон, з одного боку, може підсилювати дію інших фітогормонів, а з 
іншого – бути використаний як самостійний регулятор. Антибіотик цефтриаксон 
також може бути використаний для підвищення частоти утворення регенерантів 
під час Agrobacterium-опосередкованої трансформації in vitro. 
Вплив антибіотика цефтриаксону на морфологію калюсу і регенерацію 
пагонів пшениці сортів Зимоярка та Подолянка. Під час культивування на 
середовищі МСР4, доповненому цефтриаксоном, спостерігається різниця у 
морфології калюсу пшениці сортів Зимоярка та Подолянка. Гістологічний аналіз 
показав, що калюс Зимоярки більш рихлий, клітини паренхіми нещільно 
прилягають одна до одної. За рахунок цього спостерігається формування калюсу 
Зимоярки у вигляді зірочки (рис. 10А, Б).  
 
А     Б 
В      Г 
Рис. 10. Морфологічні особливості калюсу апікального походження, 
культивованого на середовищі МСР4, доповненому 400 мг/л цефтриаксону: А, Б – 
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сорт Зимоярка, В, Г – сорт Подолянка. 1 – центр ростової активності, 2 – 
паренхімна тканина, 3 – ксилема. 
 
У калюсі Подолянки клітини паренхіми щільно прилягають одна до одної і 
утворюють «муфточку», в середині якої відбувається утворення пагона (рис. 10В, 
Г). Ембріоїдів при регенерації на середовищі, доповненому цефтриаксоном, 
виявлено не було. За тривалого культивування на регенераційному середовищі 
МСР4, доповненому цефтриаксоном (250–400 мг/л), у місці прикріплення пагона 
до калюсної тканини формуються корені. 
Таким чином застосування цефтриаксону дозволяє отримати регенеранти 
без використання фітогормонів та уникнути етапу укорінення. Регенерація 
відбувається шляхом прямого органогенезу, чим зменшує собівартість процесу 
отримання біотехнологічних рослин. 
 
AGROBACTERIUM-ОПОСЕРЕДКОВАНА ТРАНСФОРМАЦІЯ ПШЕНИЦІ В 
УМОВАХ IN VITRO 
 
Для отримання трансгенних рослин пшениці було використано дві 
методики приготування бактеріальної суспензії. Перша передбачала використання 
ацетосірінгону 100 мкМ і 0,04% Silwet L77, OD600=0,2 (Curtis, Nam, 2001). За її 
використання отримати трансформанти не вдалося. Подальшу трансформацію за 
допомогою A. tumefaciens проводили за методикою В. А. Сидорова (Sidorov, 
Duncan, 2009) з певними модифікаціями. 
У якості селективного агента для ефективного відбору трансформантів 
використовували антибіотики канаміцин (100 мг/л) або паромоміцин (100 мг/л) у 
випадку генетичної конструкції р014 та фосфінотрицин (5 мг/л) у випадку 
генетичного вектора рСВ203. При селекції на живильному середовищі, 
доповненому канаміцином після Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
18-добового калюсу апікального походження трансформантів не отримано. 
За використання паромоміцину як селективного агента після генетичної 
трансформації, опосередкованої Agrobacterium, отримано 29 трансформантів 
сорту Зиморяка та 32 – сорту Подолянка. Згідно з результатами ПЛР-аналізу, 
позитивний сигнал присутності послідовності гена nptII – амплікон розміром 
647 п.н. (рис. 11) виявлено у 20 рослин-регенерантів пшениці сорту Подолянка та 
у 23 – сорту Зимоярка, що становить 2,7% і 2,4% від загальної кількості 
трансформованих експлантів відповідно. 
Оскільки вектор p014 містить маркерний ген sgfp, то за допомогою ПЛР 
було проведено визначення присутності послідовності цього трансгена в 
рослинах, у яких попередньо виявили наявність nptII трансгена. За результатами 
аналізу, таких послідовностей у зразках не виявлено. З метою виключення 
бактеріальної контамінації детектували гени вірулентності агробактерій, а саме 
ген Vir C. Усі досліджувані зразки виявилися негативними за цим геном. 
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Рис. 11. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК із використанням 
специфічних праймерів до гена nptII: доріжки 1-12 – досліджувані зразки, К+ – 
позитивний контроль – ДНК N. tabacum, трансформованого конструкцією p014, 
К-– негативний контроль – ТЕ буфер, М – маркер молекулярної маси DNA 
Ladder Mix. 
 
Отримання трансгенних рослин пшениці м’якої, стійких до гербіциду 
фосфінотрицину (Баста®). Для отримання трансформантів пшениці, стійких до 
гербіциду Баста® використовували вектор рCB203. Генетичну трансформацію 
проводили за допомогою штаму A. tumefaciens GV3101. Бактеріальною 
суспензією було оброблено 960 4–6-добових калюсів, отриманих із незрілих 
зародків пшениці сорту Зимоярка.  
Після первинної селекції було отримано 50 пагонів. Частина пагонів 
поступово втрачала зелене забарвлення та не утворювала коренів.  
Для підтвердження наявності послідовності трансгена bar у регенерованих 
пагонах проводили аналіз за допомогою ПЛР. За його результатами, позитивний 
сигнал присутності послідовності bar-гена – амплікон розміром 405 п.н. (рис. 
12А) виявлено у 12 рослин-регенерантів пшениці, що становить 1,2% від 
загальної кількості трансформованих експлантів. 
Також була проведена Agrobacterium-опосередкована трансформація 18-
добового калюсу апікального походження обох сортів (Подолянка – 1750 шт. та 
Зимоярка – 2145 шт.). На селективному середовищі, доповненому 
5 мг/л фосфінотрицину сформувалося 31 та 34 пагони відповідно. За допомогою 
ПЛР доведена трансгенна природа отриманих рослин-регенерантів (рис. 12Б). 
Частота трансформації становила 1,8% для сорту Подолянка та 1,6% для сорту 
Зимоярка. 
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Рис. 12. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК із використанням 
специфічних праймерів до гена bar: А – рослини, отримані з незрілих зародків, Б 
– рослини, отримані з калюсу апікального походження. Доріжки 1-12 – 
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досліджувані зразки № 2-13; К1 – ДНК нетрансформованої пшениці сорту 
Зимоярка у якості негативного контролю; К2 – позитивний контроль – ДНК 
N. tabacum, трансформованого конструкцією pСВ203; К0 – негативний контроль – 
ТЕ буфер; М – маркер молекулярної маси DNA Ladder Mix. 
 
AGROBACTERIUM-ОПОСЕРЕДКОВАНА ТРАНСФОРМАЦІЯ ПШЕНИЦІ 
М’ЯКОЇ МЕТОДОМ IN PLANTA 
 
Оптимізація методики Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
in planta T. аestivum сорту Подолянка. На сьогодні все більш привабливим стає 
метод Agrobacterium-опосередкованої трансформації іn planta, оскільки він 
дозволяє уникнути використання культури тканин in vitro, тим самим зменшуючи 
собівартість і довготривалість експериментів, та дозволяє уникнути 
сомаклональної мінливості, яка трапляється під час генетичної трансформації і 
регенерації in vitro (Subramanyam et al., 2013; Чумаков, Моисеева, 2012).  
Під час оптимізації методики Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
пшениці іn planta використовували штам АВІ A. tumefaciens з генетичною 
конструкцією р014. Бактеріальну суспензію вирощували в середовищі Himedia 
М002 з відповідними антибіотиками (Spc 50 мг/л та Km 100 мг/л) на шейкері 
протягом 16 годин, осаджували центрифугуванням при 5000 об/хв 10 хв., 
ресуспендували у стерильній дистильованій воді до оптичної щільності OD600=1,0 
(Чумаков, Моисеева, 2012; Agarwal et al., 2009; Zale et al., 2009; Supartana et 
al., 2006), а також використовували 100 мкM ацетосірінгон та 0,05% Silwet L77  
(Curtis, Nam, 2001). Під час Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
in planta пшениці сорту Подолянка температурні показники становили +17–18 °С, 
що відповідало оптимальним температурним показникам, наведеним у 
літературних джерелах (+18–20 °С) (Moiseeva et al., 2014). 
З 620 прокастрованих та оброблених агробактеріальною суспензією 
колосків отримано 293 насінини. Середня зав’язуваність насіння складала 
46,4±2,4%, для контролю (стерильна дистильована вода) – 31,5±1,6%.  
Для виявлення у рослинному матеріалі послідовності гена nptII – амплікону 
розміром 647 п.н. – проводили ПЛР-аналіз. Серед проаналізованих 175 рослин Т0 
тільки у дев’яти (5,1%) виявлено позитивний сигнал присутності цього трансгена 
(рис. 13А). Аналогічно проводили детекцію гена sgfp, якому відповідає амплікон 
розміром 311 п.н. У досліджуваних 9-ти зразках присутність такої послідовності 
виявлена тільки у 4-х, що складає 2,3% від протестованих 175 рослин.  
Крім штаму АВІ використовували штам GV3101 A. tumefaciens з 
генетичною конструкцією рСВ203. Бактеріальну суспензію для генетичної 
трансформації іn planta готували за методикою В. Сидорова (Sidorov, Duncan, 
2009) з певними модифікаціями: з інокуляційного середовища повністю вилучали 
сахарозу. За нашими спостереженнями 2013–2014 рр., а також на основі 
дослідження О. М. Гончарука, А. В. Бавола і О. В. Дубровної показано, що 
сахароза є хорошим субстратом для розвитку сапрофітної мікрофлори, що 
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заважає нормальному процесу запилення/запліднення та знижує ефективність 
процесу трансформації (Гончарук, Бавол, Дубровна, 2015). 
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Рис. 13. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК із використанням 
специфічних праймерів до гена nptII: А – рослини, отримані протягом 2013-2014 
рр., Б – рослини, отримані у 2015 році. Доріжки 1-35 – досліджувані зразки, К1 – 
ДНК нетрансформованої пшениці сорту Подолянка у якості негативного 
контролю, К2, К+ – позитивний контроль – ДНК N. tabacum, трансформованого 
конструкцією p014, К0, К2 – негативний контроль – ТЕ буфер, М – маркер 
молекулярної маси DNA Ladder Mix. 
 
Після застосування модифікованого інокуляційного середовища під час 
Agrobacterium-опосередкованої трансформації in planta для молекулярно-
генетичного аналізу відібрано 145 зразків (частина листка). З них присутність 
генетичної послідовності трансгена nptII детектовано у 30 зразках (рис. 13Б). 
Частота трансформації становила 20,7%. Для того, щоб виключити можливість 
бактеріальної контамінації, проводили детекцію генів вірулентності агробактерій, 
а саме Vir C. 
Отримання біотехнологічних фосфінотрицин стійких рослин пшениці 
м’якої сорту Подолянка методом іn planta. Було проведено 4 серії 
експериментів за різної температури та вологості навколишнього середовища: 1) 
t=24 °С, вологість 44%; 2) t=24 °С, вологість 69%; 3) t=16 °С, вологість 79%; 4) 
t=27 °С, вологість 41%. 
Використовували А. tumefaciens штаму GV3101, який містив генетичну 
конструкцію рСВ203. Для запилення у варіантах № 2–3 використовували пилок з 
іншого колосу тієї ж рослини, а рослини у варіанті № 1 запилювали пилком сорту 
Сонечко через відсутність квітучих колосів сорту Подолянка.  
Максимальний відсоток зав’язуваності (40,6±1,5%) спостерігали у рослин 
варіанта №1. Для цього варіанта погодні умови були наближеними до 
оптимальних. Зав’язуваність у контролі (рослини, оброблені середовищем для 
інокуляції) складала 16,5±1,2%.  
Найменший відсоток зав’язуваності (8,1±0,8%) виявився у варіанті № 3, 
коли погодні умови характеризувалися низькою температурою навколишнього 
середовища (t=16 0С) та високою вологістю. 
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Все отримане насіння висівали в ґрунт. Для детекції трансгена bar було 
відібрано 545 зразків (частина листка). Наявність генетичної послідовності 
виявлено у 85 зразках (рис. 14).  
 
 
Рис. 14. Електрофореграма продуктів ампліфікації ДНК із використанням 
специфічних праймерів до гена bar: доріжки 1-16 – досліджувані зразки; К1 – ДНК 
нетрансформованої пшениці сорту Зимоярка у якості негативного контролю; К2 – 
позитивний контроль – ДНК N. tabacum, трансформованого конструкцією 
pСВ203; К0 – негативний контроль – ТЕ буфер; М – маркер молекулярної маси 
DNA Ladder Mix. 
 
За даними літератури, 18–20 °С є більш сприятливими для перенесення Т-
ДНК у рослинний геном, порівняно з 22–25 °С (Chumakov et al., 2006). Однак, за 
результатами дослідження встановлено, що температурний режим t≈24 °С 
(варіант № 1) забезпечує отримання максимальної кількості (7,3%) 
трансформантів пшениці сорту Подолянка. 
При зниженні температури до 16 °С відбувається зменшення ефективності 
перенесення Т-ДНК у рослинний геном. Тому у варіанті № 3 спостерігається 
найменший відсоток трансформації (0,5%). За підвищення температури до 27 °С 
(варіант № 4) частота появи трансгенних за геном bar рослин дещо знижується 
порівняно з варіантами № 1 та № 2 і становить 2%. Ймовірно, це пов’язано із 
блокуванням утворення Vir-залежних агробактеріальних T-пілів, які необхідні для 
успішної передачі Т-ДНК і для яких високі температурні показники є критичними 
(Moiseeva et al., 2014). 
Дослідження експресії трансгенів у рослинах пшениці T. аestivum. 
Дослідження експресії трансгенів nptII та bar у рослинах пшениці сортів 
Подолянка та Зимоярка, трансформованих за допомогою Agrobacterium-
опосередкованої трансформації in planta та in vitro, здійснювали на рівні 
транскрипції. Виділення загальної РНК проводили відповідно до методики (Box et 
al., 2011). В якості позитивного контролю використовували рослини тютюну N. 
tabacum, трансформовані векторами р014 та рСВ203. З метою виявлення домішок 
ДНК в препаратах РНК проводили ПЛР-аналіз із використанням відповідних 
контролів без додавання зворотної транскриптази. Відсутність сигналу на 
доріжках 2, 4, 6 та 8 (рис. 15А), а також 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 та 16 (рис. 15Б) вказує 
на чистоту РНК-препаратів. ПЛР-аналіз синтезованої в ході реакції зворотної 
транскрипції кДНК показав наявність експресії гена nptII у всіх зразках (рис. 
15А), а гена bar у 75% відібраних зразків (рис. 15Б). 
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Рис. 15. Електрофореграма продуктів ампліфікації послідовності кДНК 
генів nptII (А) та bar (Б), синтезованої за допомогою зворотньої транскриптази з 
мРНК трансгенних рослин пшениці: доріжки 1, 3, 5, 7 – кДНК трансформованих 
рослин пшениці сорту Подолянка; 2, 4, 6, 8 – контроль (ті самі проби кДНК, але 
без використання зворотної транскриптази); К1 – позитивний контроль (кДНК, 
синтезована з РНК трансгенної рослини N. tabacum, трансформованої плазмідою 
рСВ203); К- – негативний контроль – ТЕ буфер; М – маркер молекулярної маси 
DNA Ladder Mix. 
 
Рослини пшениці обробляли гербіцидом Баста® на стадії кущіння згідно 
рекомендацій фірми виробника. Як контроль використовували нетрансформовані 
рослини T. аestivum. За результатами фізіологічного тесту серед проаналізованих 
рослин 25% проявляли стійкість до даного гербіциду (рис. 16). 
 
 
Рис. 16. Рослини пшениці сорту Подолянка оброблені гербіцидом Баста® у 
концентрації, рекомендованій виробником (1,5 мг/мл): А, Б, В, Е – рослини, стійкі 
до гербіциду; Г, Д, Є – нетрансформовані рослини пшениці (контроль). 
 
Таким чином, підтверджено експресію генів nptII та bar в трансгенних 
рослинах пшениці сорту Подолянка, отриманих шляхом Agrobacterium-
опосередкованої трансформації іn planta та in vitro. 
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ВИСНОВКИ 
В результаті проведеної роботи оптимізовано методику Agrobacterium-
опосередкованої трансформації T. аestivum для двох українських сортів 
Подолянка та Зимоярка in vitro та in planta; отримано рослини пшениці, стійкі до 
канаміцину та фосфінотрицину. 
1. Встановлено, що за використання 18-добового калюсу, отриманого з 
апікальних меристем 3-добових проростків пшениці під час Agrobacterium–
опосередкованої трансформації пшениці Triticum aestivum in vitro 
спостерігається найвища частота регенерації калюсу. 
2. Виявлено, що на модифікованому середовищі МС, доповненому 0,5 мг/л БАП 
та 0,15 мг/л піклораму частота регенерації пагонів із калюсу пшениці сягає 
36%.  
3. Визначено оптичну щільність бактеріальної суспензії – OD600=0,4, за якої 
відбувається ефективна агробактеріальна трансформація пшениці in vitro.  
4. Вперше досліджено вплив β-лактамних антибіотиків тиметину та 
цефтриаксону на морфогенетичні процеси у пшениці м’якої. Показано, що в 
культурі пшениці in vitro антибіотик цефтриаксон підвищує частоту 
регенерації пагонів на живильному середовищі, що не містить фітогормонів, 
до 85%.  
5. Методом багатофакторного дисперсійного аналізу показано вплив чотирьох 
факторів (концентрації антибіотику, його типу, присутності регуляторів 
росту в середовищі та генотипу) на морфогенетичні процеси у пшениці: 
здатність до утворення морфогенних зон залежить тільки від генотипу; 
частота регенерації – від типу та концентрації антибіотика, а також генотипу; 
на частоту ризогенезу впливає тільки наявність/відсутність антибіотика у 
живильному середовищі. 
6. Оптимізовано методику Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
in planta двох сортів пшениці. Доведено негативний вплив сахарози на 
частоту трансформації рослин. За її наявності в інокуляційному середовищі 
частота трансформації складала 2,3%, а за відсутності – 15,6% (ген bar) та 
20,7% (ген nptII).  
7. Встановлено, що під час Agrobacterium-опосередкованої трансформації in 
planta температурний режим t≈24 °С і низька вологість повітря сприяють 
максимальній ефективності зав’язування насіння (40,6±1,5%) та отриманню 
трансформантів пшениці сорту Подолянка (7,3%). 
8. Використання канаміцину як селективного агента негативно впливає на 
утворення пагонів після Agrobacterium-опосередкованої трансформації in 
vitro, в той час, як паромоміцин дозволяє отримати трансформанти сорту 
Подолянка (2,7%) та сорту Зимоярка (2,4%). За використання 
фосфінотрицину частота трансформації калюсу, одержаного з незрілих 
зародків пшениці сорту Зимоярка, складає 1,2%, а з калюсу апікального 
походження – 1,6% (сорт Зимоярка) та 1,8% (сорт Подолянка).  
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9. Трансгенна природа рослин пшениці отриманих, після Agrobacterium-
опосередкованої трансформації in vitro та in planta підтверджена методами 
ПЛР, ЗТ-ПЛР. Вперше отримано рослини пшениці сортів Подолянка та 
Зимоярка стійкі до гербіциду фосфінотрицину (Баста®). 
 
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ 
1. Рекомендовано застосовувати цефтриаксон під час Agrobacterium-
опосередкованої трансформації пшениці in vitro, оскільки він не лише ефективно 
елімінує бактеріальні клітини, а й підвищує частоту регенерації пагонів. Цей 
антибіотик дозволяє отримати регенеранти без використання екзогенних 
фітогормонів та уникнути етапу укорінення, чим зменшує собівартості процесу 
отримання трансгенних рослин.  
2. Для ефективної регенерації пагонів пшениці та коренів рекомендовано 
використовувати живильне середовище МСР4 (0,5 мг/л БАП; 0,15 мг/л піклорам), 
або безгормональне модифіковане середовище МС, доповнені цефтриаксоном. 
3. Для підвищення ефективності Agrobacterium-опосередкованої 
трансформації in planta доцільно вилучати сахарозу з інокуляційного середовища. 
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АНОТАЦІЯ 
Горбатюк І. Р. Оптимізація Аgrobacterium-опосередкованої біотехнології 
трансформації Triticum aestivum в культурі in vitro та методом in planta. – На 
правах рукопису. 
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за 
спеціальністю 03.00.20 – біотехнологія. – Національний технічний університет 
України «Київський політехнічний інститут», Київ, 2016. 
Дисертаційну роботу присвячено оптимізації Agrobacterium-
опосередкованої трансформації пшениці м’якої Triticum aestivum in vitro та in 
planta, а також отриманню трансгенних рослин, які несуть гени стійкості до 
гербіциду Баста®. 
Встановлено співвідношення регуляторів росту (синтетичних 
ауксиноподібних регуляторів росту – дикамби і піклораму та цитокініну – 6-
бензиламінопурину), які необхідні для активного утворення меристематичних 
осередків у калюсі та подальшої регенерації пагонів, а також утворення коренів 
пшениці.  
Визначено елімінуючі клітини А. tumefaciens штамів ABI та GV3101 
концентрації антибіотиків β-лактамної групи тиментину та цефтриаксону. 
Досліджено вплив цефтриаксону на мофогенетичні процеси у пшениці.  
Обґрунтовано використання цефтриаксону як регулятора росту пшениці. 
Виявлено, що за його додавання в безгормональне середовище відбувається 
стимулювання морфогенетичних процесів.  
Для ефективної регенерації рослин пшениці Triticum аestivum 
запропоновано безгормональне модифіковане середовище МС (вітаміни за 
Гамборгом, AgNO3), доповнене антибіотиком цефтриаксоном, яке дозволяє 
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отримати рослину-регенерант без використання спеціального середовища для 
вкорінення. 
Удосконалено методику та отримано трансформанти пшениці 
Triticum аestivum сортів Подолянка та Зимоярка, стійкі до гербіциду 
фосфінотрицину за допомогою Agrobacterium-опосередкованої трансформації 
методом in planta та в культурі in vitro. 
Ключові слова: Triticum аestivum, Agrobacterium-опосередкована 
трансформація, культура in vitro, in planta, цефтриаксон, тиментин, регулятори 
росту, рослини, стійкі до фосфінотрицину. 
 
АННОТАЦИЯ 
Горбатюк И. Р. Оптимизация Agrobacterium-опосредованной 
биотехнологии трансформации Triticum aestivum в культуре in vitro и методом 
in planta. – На правах рукописи. 
Диссертация на соискание ученой степени кандидата биологических наук 
по специальности 03.00.20 – биотехнология. – Национальный технический 
университет Украины «Киевский политехнический институт», Киев, 2016. 
Диссертационная работа посвящена оптимизации Agrobacterium-
опосредованной трансформации пшеницы мягкой Triticum aestivum in vitro и 
in planta, а также получению трансгенных растений, несущих гены устойчивости 
к гербіциду Баста®. 
Установлено соотношение регуляторов роста (синтетических 
ауксиноподобных регуляторов роста – дикамбы, пиклорама и цитокинина – 6-
бензиламинопурина), которые необходимы для активного образования 
меристематических очагов в каллусе и последующей регенерации побегов, а 
также образования корней у пшеницы. На питательной среде, дополненной 1 мг/л 
БАП и 0,2 мг/л дикамбы (среда МСР1) частота регенерации побегов составляла 
16% у сорта Зимоярка и 24% – у сорта Подолянка. В каллусе образовывалось 
большое количество меристематических зон (81,3%). На среде, дополненной 
0,5 мг/л БАП и 0,15 мг/л пиклорама (среда МСР4) частота регенерации у обоих 
сортов возрастает вдвое по сравнению со средой МСР1. Таким образом, для 
эффективной регенерации побегов T. аestivum целесообразно использовать 
питательную среду МСР4 (0,5 мг/л БАП; 0,15 мг/л пиклорама). Полученные 
регенеранты способны образовывать корни in vitro и адаптироваться к 
септическим условиям.  
Установлены элиминирующие клетки А. tumefaciens штаммов ABI и 
GV3101 концентрации антибиотиков тиментина и цефтриаксона. Показано, что 
антибиотики тиментин и цефтриаксон более эффективно подавляют рост 
агробактерий по сравнению с цефотаксимом. 
Исследовано влияние цефтриаксона на морфогенетические процессы у 
пшеницы. Установлено, что любые концентрации антибиотика цефтриаксона 
стимулируют регенерацию побегов данной культуры. Частота побегообразования 
(регенерации) у пшеницы зависит от концентрации цефтриаксона в 
культуральной среде и генотипа – для стимуляции регенерационных процессов у 
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различных генотипов пшеницы нужно индивидуально подбирать концентрации 
цефтриаксона. Показано, что образование морфогенного каллуса не зависит от 
наличия антибиотика цефтриаксона в культуральной среде, однако зависит от 
генотипа. Образование корней происходит при любых количествах антибиотика. 
Таким образом, ризогенез зависит от наличия/отсутствия цефтриаксона, а также 
от генотипа. 
Установлено, что антибиотик цефтриаксон является регулятором роста 
растений и способен стимулировать образование побегов и корней у них без 
участия экзогенных фитогормонов. Частота регенерации на безгормональной 
питательной среде МС, дополненной цефтриаксоном, почти в два раза выше по 
сравнению с частотой регенерации на среде МСР4, а эффективность регенерации 
составляет 2-3 побега на один морфогенный эксплант. Для обоих сортов на такой 
культуральной среде процент побегообразования составляет около 85%, в то 
время, как на среде МС, дополненной регуляторами роста (БАП и пиклорамом – 
МСР4) и цефтриаксоном – 40-60%. Применение цефтриаксона при Agrobacterium-
опосредованной трансформации пшеницы in vitro позволяет получить 
регенеранты без использования фитогормонов и избежать этапа укоренения, в 
результате чего уменьшается стоимость данного процесса. 
Усовершенствована методика получения трансформантов пшеницы Triticum 
aestivum сортов Подолянка и Зимоярка, устойчивых к фосфинотрицину, с 
помощью Agrobacterium-опосредованной трансформации метолом in planta и в 
культуре in vitro. При Agrobacterium-опосредованной трансформации in vitro 
использованы нопалиновые штаммы Agrobacterium tumefaciens АВІ (генетический 
вектор р014) и GV3101 (генетический вектор рСВ203). По результатам ПЦР-
анализа частота трансформации вектором р014 составляет 2,7% у сорта 
Подолянка и 2,4% – у сорта Зимоярка. При использовании генетического вектора 
рСВ203 получены трансгенные растения пшеницы обоих сортов. Частота 
трансформации составляет 1,8% (сорт Подолянка) и 1,6% (сорт Зимоярка) от 
общего количества эксплантов (каллус апикального происхождения). 
После оптимизации методики Agrobacterium-опосредованной 
трансформации in planta получены трансгенные растения пшеницы с геном nptII 
(20,7%). Определены оптимальные температурные условия (t≈24 °С) для 
проведения трансформации с помощью Agrobacterium методом in planta сорта 
Подолянка (частота трансформации геном bar составляет 7,3%). Показана 
экспрессия перенесенных генов nptII и bar на уровне РНК посредством обратной 
транскрипции. Устойчивость трансгенных растений к фосфинотрицину 
подтверждена с помощью физиологического теста. Впервые получены растений, 
устойчивые к гербициду фосфинотрицину (Баста®). 
Ключевые слова: Triticum аestivum, Agrobacterium-опосредованная 
трансформація, культура in vitro, in planta, цефтриаксон, тиментин, регуляторы 
роста, растения устойчивые к фосфинотрицину. 
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SUMMARY 
Gorbatyuk I.R. Biotechnology оptimization of Agrobacterium-mediated 
transformation of Triticum aestivum in vitro and in planta. – Manuscript. 
Thesis for obtaining the scientific degree of candidate of biological sciences by 
specialty 03.00.20 – biotechnology. – National Technical University of Ukraine «Kyiv 
Polytechnic Institute», Kyiv, 2016. 
The thesis is devoted to optimization of Agrobacterium-mediated transformation 
of bread wheat Triticum aestivum in vitro and in planta, and obtaining transgenic plants 
carrying genes for herbicide resistance. 
The correlation between growth regulators (auxin like synthetic growth regulators 
- dicamba, picloram and cytokinin – 6 benzylaminopurine) that are necessary for the 
formation of active cells in the meristematic callus and subsequent regeneration of 
shoots and roots formation of wheat were established. The culture media components 
increasing the rate of regeneration of wheat and speeding up transformation were 
developed. 
Antibiotics concentration of β-lactam group timentin and ceftriaxone, which 
eliminated A. tumefaciens cells of strain ABI and GV3101 were established. Besides the 
effect of ceftriaxone on morphogenetic processes in bread wheat was studied. The 
transformants of Triticum aestivum cultivars Podolyanka and Zymoyarka resistant to 
herbicyde phosphinothricin were received. The application of ceftriaxone as a growth 
regulator of wheat was proved. Stimulating morphogenetic processes had place once 
ceftriaxone was introduced into hormone free culture medium. 
The improved biotechnique and the first genetically engineered plants of Triticum 
aestivum cultivars Podolyanka and Zymoyarka resistant to herbicide phosphinothricin 
through Agrobacterium-mediated transformation in planta and in vitro were obtained. 
Keywords: Agrobacterium-mediated transformation, ceftriaxone, timentin, 
Triticum aestivum, in vitro, in planta, phosphinothricin resistant plants, growth 
regulators. 
